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Emρrjce〃α属菌が産生するエピジチオジケトピペラジン類の研究
河　　合 賢　　一
星薬科大学　薬化学教室
Study　on　Epidithiodioxopiperazines　Isolated　from　Emerjcε〃αsp．
Ken－ichi　KAwAI
FαC鋤yo∫PんαηηαCθ硫cα↓Sciθηces　HOS万σ励θγs宛y
1．はじめに
　菌類の代謝産物にっいては不完全菌類，子嚢菌
類を中心に坦子菌類も含めて現在までに数多くが
単離・構造決定されているU．それらの化合物の
中には新規の骨格を持つものや著しい生物活性あ
るいは毒性を持つものが知られている2）．菌類の
種類は著しく多く，そのため現在まで成分研究の
なされていない未知の菌も数多く残されているの
も事実である．しかし，現代の遺伝子操作等の技
術の応用があれば生産性の向上は容易に可能であ
り，成分研究で見出された生物活性物質について
もリード化合物としてのみでなく，医薬品資源の
一つとして考えることが可能になってきた．現在
までに当研究室ではEm碗c¢〃α属，　Tα↓αγo〃zy－
cθs属等の菌を中心に医薬品のリード化合物の開
発を目的として成分研究を行い，indoloditer・
pene，　epipolythiodioxopiperazine，　azaphilone，
γ一naphthopyrone，　sesterterpene，　steroid等種々
の骨格を有する新規化合物を単離している．ここ
ではE〃膓碗cθzω属を中心とした子嚢菌から得ら
れた新規epipolythiodioxopiperazine類にっい
て述べていくことにする．
2．Emθrjcθ〃αsεrεα8αから得られたepi－
　　polythiodioxopiperazineとその誘導体
　不整子嚢菌綱コウジカビ科に属するEηθπCθム
／α属菌との出会いは1982年にネパール産の香辛
料クミンから分離された五s仇α’αATCC　64988
株（80－NE－22株）を国立衛生試験所真菌室長
宇田川博士（当時）から分与された時点にはじま
る．本菌をCzapek－Dox培地を用いて，30℃，21
日間培養して得た菌体のクロロホルム抽出エキス
から強い抗真菌性を有する新規化合物を単離し，
emestrin（1）と命名した．本化合物の構造はIH一
　　　　ぱ
Fig．1．　Molecular　Structure　of　Emestrin
　　　Methanol　Solvate．
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Table　I　CD　spectra　of　Epipolythiodioxopiperazines．
Compound CD　Maxima∠ε（nm）
Disul血de
　Emestrin（1）
　Dithiosilvatin（6）
　Emethallicin　A（8）
　Emethallicin　E（12）
　Emethallicin　F（13）
Trisul6de
　Emestrin　B（2）
　Emethallicin　D（ll）＊
Tetrasulfide
　Emethallicin　B（9）
　Emethallicin　C（10）
一 28．8（233），
－ 12．5（227），
－ 43．5（219），
－ 30．5（217），
－ 23．8（224），
一 17．3（228），
－ 34．7（220），
一448（226），
－ 40．3（233），
一 28．3（237），
－ 21．3（234），
一 25．5（244），
一 40．9（236），
十18．9（266），
十6．7（258），
十9．1（268），
十19．2（273），
十6．4（272），
十20．9（257），
十4．5（272），
十3．3（272），
十28．2（301），
十6．1（293）
－ 2．1（298）
一 3．0（300）
－ 2．1（310）
一 1．2（338＞
－ 0．5（328）
－ 0．6（338）
－ 1．1（328）
－ 0．7（340）
＊As　acetate．
Table　II　MIC　of　Emestrin（1），　Dithiosilvatin（6），　and　Ketoconazole
Test　Fungi 1 6 Ketoconazole
ル有αiOSρ0鰯〃2　gyρSθμ〃2
TγツC12⑳勧彦0ηα元oZZO乞
丁θ（μ仇μ〃2
Tgα〃仇αθ
τητθ励α9プoPカy’¢S
τ．γμbγμ仇
τ彪η∩θsカθ
王勿oZαCの4物
Asρ¢792’伽s垣η∠9ατμ∫
∠4．η∠9θγ
Cα72d乞4ααJbicαηs
Exqρ加αzα∫θ伽sθzη2．ゴ
PMα↓0助0γαひ¢物COSα
Sρoro〃励X　SC舵η0々商
　　3．125
　　3．125
　　0．78
　　0．78
　　0．78
　　0．78
　　3．125
　　1．56
　25
　12．5
＞100
　50
　12．5
　100
　　0．78
　　0．78
　　0．39
　　0．39
　　0．78
　　0．78
　　0．39
　　0．39
＞100
　100
　12．5
＞100
　25
＞100
25
6．25
6．25
0．78
1．56
1．56
6．25
1．56
25
25
25
25
3．125
6．25
核磁気共鳴（NMR）および13C－NMRスペクトル
をはじめとする各種機器データの解析と数種の化
学反応の結果から推定され，最終的にemestrin
methanol　solvateの形で単結晶X結晶解析を
行って（Fig．1）確定した3）．なお，　emestrinの絶
対構造は以後に出てくる他のepipolythiodiox－
opiperazine類も含めて円二色性（CD）スペクト
ルにおける235，270，340nm付近に現れるコッ
トン効果の符号から決定した（Table　I）4）．　Emest－
rin（1）はフェニルアラニン2分子が環状に結合
したepidithiodioxopiperazineに1分子の安息
香酸部分が結合して大環状を形成した特異な構造
を有する化合物である．本化合物は丁耽加劫y－
’oη属やMicrosporum属の皮膚糸状菌に対して
強い抗菌活性を示すとともに［Table　IIに代表的
な抗真菌剤であるketoconazoleととも最少阻止
濃度（MIC）として記載］，マウスに対する急性毒
性の強さ（LD5013．3　mg／kg）5｝からE％万cθ〃α属
菌の主要なマイコトキシンとされている．Emest－
rin（1）は同属のE4顕伽吻θα’αからマイコトキ
シンEQ－1として単離されるとともに6｝且αc一
ガs励α，Eアb〃θo鋤α，Eρα椥砿舵c泌等からも単離
されている．Es仇αωの菌体からはさらに分子
内に3個の硫黄原子を有するepitrithiodioxopi・
一 2一
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Fig、2．　Emestrin　and　Related　Compounds　Isolated　from　E　s’ηα畝
perazine誘導体であるemestrin　B（2）を単離・
構造決定したη．化合物1および2をはじめとす
るepipolythiodioxopiperazine類は薄層クロマ
トグラフィー（TLC）上に2％硝酸銀水溶液を噴
霧して加熱すると容易に暗褐色のスポットとして
確認できたので8），以後硫黄原子含有化合物の検
索にはTLC展開後，本試薬を噴霧する方法で検
出を行うこととした．
　Es励αωの培養濾液からはemestrin関連化合
物としてdethiosecoemestrin（3）9），　aurantioeme－
strin（4）lo｝が単離・構造決定された．さらに，　E
〃‘oZαceαから最初に得られているbiphenyl
ether誘導体であるviolaceic　acid（5）11）が得られ
た．本化合物の構造はemestrin（1）の部分構造に
相当することが容易に理解できる．化合物3と4
はそれぞれtrioxopiperazineおよびdioxopipe－
razinethione誘導体であり，　emestrin（1）あるい
はemestrin　B（2）の分解生成物と考えられる．特
に4は不安定な化合物であり，そのエタノール溶
液は容易に分解して3を経て5を生成すること
が確かめられた．以上のことから，菌体内に生成
したemestrin（1）あるいはemestrin　B（2）が何等
かの形に変化して培養液中放出され，aurantio’
emestrin（4）からdethiosecoemestrin（3）を経て
最終的にviolaceic　acid（5）を生成するものと推
定している（Fig．2）．したがって，現在未検討では
あるがE励zαcραのように培養濾液中に化合物
5が検出される菌はemestrin類縁化合物も生産
しているものと考えている．
3．．4Sρθrgj〃μs　sjJoαεjcμsから得られたepi－
　　polythiodioxopiperazineとその誘導体
Asρ¢γg棚俗S仇α眈μSはE〃2碗C2〃α属菌（、4S一
ρe㎎‘〃μsη似μZαηsgroup）と近縁の、4sρ¢卿Ws
抄θmcoloγgroupに属する不完全菌であり，その
IFO　8173株を培養したところ，その菌体エキス
から新規化合物としてepidithiodioxopipera’
?
?。
MeNイ　O・苧輪
　6
?
?。
　　　むり　パ
。し…
　　；
Fig．3．　Metabolites　of／1s♪s鋤α’icμs．
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zine誘導体dithiosilvatin（6）とともに培養濾液
からはemestrin（1）に対するaurantioemestrin
（4）に相当するdioxopiperazinethione誘導体で
あるsilvathione（7）を単離した12）（Fig．3）．化合
物6は1と同様に皮膚糸状菌である丁碗加ρ毎
‘0η属菌やルf伽OSρ0剛〃2属菌に対して強い抗菌
活性を示した（Table　II）．
4．鋤ρrjcθ〃α加τθro仇α〃jcαから得られた
　　epipolythiodioxopiperazineとその誘導
　　体
　E鳩emZんα〃icoは雌雄異株（heterothallic）の
菌で，mating　type　Aとmating　type　aの2種の
菌株が存在しており，両菌株が共存して初めて子
嚢果を形成することが知られている．本菌の子嚢
果形成因子の検索に興味を持っているが，その前
段階としてそれぞれの菌株の成分の単離から手掛
けることとした．本菌のATCC　16824（mating
type　a）株の菌体CHCI3抽出エキスからは新規
epipolythiodioxopiperazine誘導体であるeme－
thallicin　A（8）－D（11）を13’14｝，また，　ATCC　16847
?
1、
（mating　type　A）株からは前記8を主成分とし
て13）さらにemethallicin　E（12）およびF（13）を
単離した15）．なお，emethallicin　D（ll）について
は微量であることから天然物そのものの単離をあ
きらめ，アセチル化後，emethallicin　D　acetate
（14）として単離した．これらemethallicin類の
構造は，何れもphenylalanine　2分子からなるジ
ケトピペラジンから生合成されるaranotin骨格
に2個のmandelic　acidあるいはphenylacetic
acid残基がエステル結合した新規化合物である
（Fig、4）．これら化合物8－13のdioxopiperazine
環の絶対配置はemestrin（1）と同一であり，構成
のもとになるL’アミノ酸の配置をそのまま保っ
ている（Table　I）．　Emethallicin　A－D（8－11）に比
べてemethallicin　E（12）およびF（13）は酸化度
の低い化合物であるが，これら代謝産物の違いに
ついては菌株による絶対的な違いなのか，培養条
件によるものなのかは現在まで明確にはなってい
ない．
　一方，前記2菌株の培養濾液からはemethalli－
cin類の生合成中間体と考えられる新規methyl・
　　　　　　　＼ノ
8：R＝OH，　X＝2
9：R＝OH，　X；4
11：R＝OH，　X＝3
13：R＝H，X＝2
14：R＝OAc，　X＝3
20：R＝OAc，　X＝2
21：R＝OH，　X＝SMe，　SMe
22：R＝OAc，　X＝4
?
1　、
　　　　　0鷲．°・ピ
10
グ、
、　l
　O
???》??
W。
??? 　怖
???
12 ＼ノ
15：R＝SMe
17：R＝H
16：R＝SMe
18：R＝H
で・｛〉
Fig．4．　Metabolites　of　Eん¢’θγα加ZZ‘cα．
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Table　III　Inhibitory　Activity（IC50）of　Emethallicins（×10－6　M）
Compound Histamine　Release　from　Mast　Cells5－1ipoxygenase
Emethallicin　A（8）
Emethallicin　A　Acetate（20）
Bis（methylthio）emethallicin　A（21）
Emethallicin　B（9）
Emethal豆icin　B　Acetate（22）
Emethallicin　C（10）
Emethallicin　D　Acetate（14）
Emethallicin　E（12）
Emethallicin　F（13）
0．03
1．0
0．8
α08
6．0
1．0
0．02
0．1
0．2
　　L7
64％at　10μM
O％at　10μM
　　1．3
59％at　10μM
　　2．6
26％at　10μM
51％at　10μM
thiodioxopiperazine誘導体emethacin　A（15）
およびB（16）とともに化合物17，18を単離し，
それらの構造を確定した戦また，ATCC　16824
株の菌体エキスから化合物19を得ている．化合
物17はレphenylalanine　2分子からなる単純な
dioxopiperazineである．これらのdioxopipera－
zine類は一般に水および有機溶媒に難溶性であ
り，分離が困難であった．そのためか，現在まで
にS‘陀ρ‘0勿ツCθSη0μr∫θτ17＞および馳励C酩斑m
酩gηε協s18）から化合物17および18の単離が報
告されている程度である，しかし，今まで菌類の
代謝産物を扱ってきた経験から述べると，これま
でに多くの菌の培養濾液から水・有機溶媒ともに
難溶な白色物質が得られており，そのうちのある
部分はこれらの化合物であった可能性が強いと確
信している．
　菌類が産生するepipolythiodioxopiperazine
類［emestrin（1）を含む］が一般に抗菌性あるい
は哺乳動物に毒性を示すとともに強いPAF凝集
抑制活性を持っのに対して，五舵花耐肋厄cαか
ら得られたemethallicin類は前述の活性は殆ど
観測されなかった．そこで，emethallicin類にっ
　　　　　　　　　clib
　　　　C6δ　　　　　　　σも・・、°
　　C26
o 05
　　　　　ノ
　　　　OHH　　　　　　／
　　　OH
　　　　23
　Fig．5．　Molecular　Structure　of　Mer－NF8054X　Acetone　Solvate．
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いて種々の酵素阻害活性等の検索を行った結果，
5－1ipoxygenase阻害活性とCompound　48／80
で誘導されたヒスタミン遊離に対する抑制作用が
見出された（Table　llI）．特にemethallicin類は強
いヒスタミン遊離抑制作用を有しており，eme－
thallicin　A（8）およびB（9）はそのIC50がそれぞ
れ3×10－8Mおよび8×10　8Mであった．硫
黄一硫黄結合が解裂してメチルチオ基になった
bis（methylthio）emethallicin　A（21）はもとの8
より弱い活性である．また，emethallicin　A　ace・
tate（20）とemethallicin　B　acetate（22）の抑制活
性はもとの8および9に比して数十分の一に
なっている．一方，emethallicin　D　acetate（14）
にはIC502×10－8　Mと強いヒスタミン遊離抑制
活性が見られた．例が少ないので確実なことはい
えないが，もしemethallicin　D（ll）そのものが
得られればもう一桁強い活性が期待される．た
だ，硫黄原子3個を持っ化合物llは他のeme－
thallicin類に比べて不安定であり，放置すると
徐々に硫黄原子2個のemethallicin　A（8）と硫黄
原子4個のemethallicin　B（9）に変換していくこ
とが知られている．さらに，emethallicin　A（8）
については500mg／kgでもマウスに対する急性
毒性がないことが確認されている．以上のことか
ら，ATCC　16847株から主成分として得られる
emethallicin　A（8）の医薬品としての可能性に期
待している．
　活性試験の試料を供する目的でemethallicin
類，特にemethallicin　D（11）の単離を努力して
いる過程で，ATCC　16824株およびATCC　16847
株の培養濾液から18，22・cycloemestane骨格と
いう新規骨格を有するステロイド（23）を単離し，
その立体構造はX線結晶解析によって決定した
（Fig．5）19）．この化合物は既にAsρθ卿’〃μsμs’μs
から最近単離されたMer・NF8054Xと同一化合
物であり，、4Sρθγg棚μS力勿宿碗μSに特異的に抗
菌活性を示す化合物である20）．
5．その他の動πθrεce〃α属菌についての最近
　　の研究
　E〃2碗cθ〃αノ迦θoZαταIFM　42015株を通常に培
養すると（20日間程度の静置培養），亙s励α如と
同様に菌体内にemestrin（1）およびemestrin　B
（2）を産生することが確認されており，また，培養
濾液にはdethiosecoemestrin（3）とviolaceic
acid（5）の存在が確認されている．本菌の培養初
期（6日間培養）の培養液を薄層クロマトグラフ
法で分析すると，化合物5とともに硝酸銀試薬に
陽性なスポットが検出される．この化合物をE－5’
5と仮称し，その分離をおこなった．E－5－5は1H’
NMRスペクトル等の解析から化合物3と類似の
基本骨格を有し，分子内に硫黄原子4個を含む化
合物と推定している．現在その構造の確定を急い
でいる．
O
輪eM
　　MoR2
　　1、　°
MgO　　／　OMe
　　R3
　　　　R1、　　、
　　　〇三角
δR4
24：R1＝　1・prope叩1，　R2＝R3＝Cl，　R4＝H
25：R1＝propyl，　R2＝R3＝C1，　R4＝H
26：R1＝　1・propenyl，　R2＝R3＝Cl，　R4＝Ac
27：R1＝propyl，　R2＝R3＝CI，　R4＝Ac
28：R1＝　1・propenyl，　R2＝Cl，　R3＝R4＝H
29：R1＝1・propenyl，　R2＝R3＝R4＝H
30：R1＝1・propeny1，　R2＝R3＝H，　R4＝Ac
　　　　　　Fig．6，
蕊辛）～輪
Cl　　　　　　　　O　l、　°
HO　　／　OMe
　　Cl　　　　　31
Metabolites　of　E∫01coηθηs乞s．
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H？H
lH．〆
＞HH　1
32　　　　　　　　　　　　　　　　　33
Fig．7．　Metabolites　of　Eμゆ協oα
OH
　E％ηce”α血ZcoηθηsおATCC　76117株はヴェ
ネゼラの土壌から分離された新種の子嚢菌であ
り，培養後の菌体および培養液のエキスを薄層ク
ロマトグラフ法で比較したところ，亙㌦眈μZosα
と全く同一の成分パターンを示す極近縁種である
ことがわかった．この菌の菌体抽出エキスおよび
培養濾液の抽出エキスにっいて硝酸銀試薬を中心
に種々検討したが，今まで述べてきたようなepi－
polythiodioxopiperazineおよびその関連化合物
は検出できなかった．一方，菌体抽出エキスから
はfalconensin　A（24）－H（31）と命名した新規
azaphilone誘導体を単離し，2次元NMRをはじ
めとする各種機器データの解析からそれらの構造
を決定した（Fig．6）21・22｝．
　E〃2ρπc杉〃αρμゆ批¢αIFO　30849株はエジプト
の砂漠の土壌から分離された子嚢菌であり，本菌
についても菌体抽出エキスおよび培養濾液の抽出
エキスについて硝酸銀呈色（黒褐色）を指標に
種々検討したが，epipolythiodioxopiperazineお
よびその関連化合物の存在は認められなかった．
一方，この菌の菌体抽出エキスを薄層クロマトグ
ラフ法で展開した後，インドール検出試薬として
知られるEhrlich試薬の変法23｝を適用したとこ
ろ，青色スポットと赤色スポットが検出され，イ
ンドール系化合物の存在が示唆された．単離した
結果，青色スポットはセスタテルペンに属する
variecolin（32）と同定された．この化合物は近年
E槻ガθcoZOγから初めて単離されたものであり，
アンジオテンシンII受容体に対する結合阻害作
用があることが報告されている24｝．一方，赤色ス
ポットは単離した結果，新規化合物であるので，
emindole　PA（33）と命名した．　Emindole　PAの
構造はNMRをはじめとする種々の機器データの
解析から新種のインドロジテルペンであると決定
した（Fig．7）25｝．
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